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微胶囊固定化培养重组盘基网柄菌提高人类可溶性 Fas配体的表达  
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适的微胶囊制备的组分配比(CMC 12 g⋅L−1，SA 8 g⋅L−1，CaCl2 100 g⋅L−1)。结果表明，在以上较适条件下制备的微胶囊
内重组盘基网柄菌的生长得到了极大的改善，最大的细胞密度比游离培养时提高了 4 倍，达到了 8.0×107 mL−1；相应
的人类可溶性 Fas配体(FasL)的表达水平也提高了 1.5倍，达到了 315 µg⋅L−1。最后，开展了微胶囊化重组盘基网柄菌
的二次重复发酵 FasL的研究，结果表明，经过二次重复批次培养，最大细胞密度可达到 1.24×108 mL−1，为游离培养
的 8~10倍，而且 FasL的表达水平还能维持高水平(280 µg⋅L−1)，为游离培养时的 2倍。 
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Abstract:  The biocompatibility between the growth of Dictyostelium discoideum AX3-pLu8 and chemical 
components used for the preparation of carboxy methyl cellulose-alginate (CMC-ALG) microcapsules was 
evaluated at first, and then the effects of the concentrations of each component forming the capsule on the 
growth behaviors of D. discoideum cultivated in it were studied. For microencapsulated cultivating D. 
discoideum, it was found that the most suitable capsule components are 12 g⋅L−1 of CMC, 8 g⋅L−1 of sodium 
alginate (SA) and 100 g⋅L−1 of CaCl2. Using the microcapsules with mentioned composition, the cell density in 
it can reach 8.0×107 mL−1, this value is about 5 times that could be observed in suspension culture, and 
correspondently, in the capsules a high concentration (315 µg⋅L−1) of soluble human Fas ligand (shFasL) was 
detected, which is about 2.5 times higher than that obtained in suspension culture under the same culture 
condition. In addition, the immobilized cells could be used effectively for repeated batch cultivation and in the 
second repeated batch cultivation, a very high cell density (up to 1.24×108 mL−1) and still a high expression of 
FasL (280 µg⋅L−1) could be obtained. 
Key words:  CMC-ALG microcapsule;  microencapsulated cultivation;  Dictyostelium discoideum;   
soluble human Fas ligand 
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时为 8~10 h)和低细胞密度(≤2×107 mL−1)严重限制了其应用[4]。目前对高密度培养盘基网柄菌的研究工作
主要是从两方面着手，一是改进培养基组成，设计适合其生长的培养基[5~8]；二是通过微过滤截留细胞或
是利用多孔玻璃、浮石、多孔陶瓷等无机多孔载体固定化培养盘基网柄菌[9~12]。  













2  材料与方法 








2.3  培养基与缓冲液 
本实验所用的培养基为Reymond[19]提出的复杂HL-5C培养基，每升HL-5C培养基中含有10 g D-葡萄
糖、5 g酵母粉、5 g蛋白胨、2.5 g细菌用胰蛋白胨、2.5 g酪蛋白胨、1.2 g KH2PO4和0.35 g Na2HPO4。用2 
mol⋅L−1 NaOH 或10% H3PO4调节培养基pH至6.5，在121℃下高压灭菌20 min。葡萄糖溶液灭菌时与其它
培养基成分分开，灭菌后再混合。 
2.4  实验方法 
2.4.1  盘基网柄菌的悬浮培养 
在250 mL摇瓶中加入30 mL HL-5C培养基，接种处于对数生长期的细胞，并使初始细胞密度为(0.5~1)× 
105 mL−1，22~23℃，150 min−1摇床振荡培养。培养过程中加入10 µg⋅mL−1遗传菌素G418(下同)。 
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Shake flask cultue time, t / h
   
   
   
   
   
   
   
   
   
  
  
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
  
 
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
 
 
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   






图2  重组盘基网柄菌在HL-5C培养基中 
的悬浮培养  
Fig.2  Shake flask cultivation of free D. discoideum 
















































































Shake flask culture time, t / h
 CCMC= 0
 CCMC= 2  g.L
-1
 CCMC= 4  g.L
-1
 CCMC= 8  g.L
-1
 CCMC= 12 g.L
-1
 CCMC=16 g L
-1
图 3  不同浓度 CMC对 HL-5C培养基中 
盘基网柄菌生长的影响 
Fig.3  Effect of CMC on the growth of D. 

















CCMC 2 g⋅L−1 
CCMC 4 g⋅L−1 
CCMC 8 g⋅L−1 
CCMC 12 g⋅ −1
CCMC  ⋅ −1







mol⋅L−1 CaCl2 溶液中进一步强化10 min，收集微胶
囊，然后用无菌0.9％生理盐水反复清洗3次。将制备好的微胶囊化盘基网柄菌接入HL-5C培养基中，22~23
℃，170 min−1摇床振荡培养，定期取样分析。培养基与微胶囊的体积比控制在10:1到10:4之间。 
2.5  分析方法 
细胞密度(N)：通过机械破碎微胶囊获得囊内发酵液，在显微镜下用 Neubauer chamber血球板计数。 
葡萄糖浓度：通过 DNS法测定。 
铵离子和氨浓度：利用 Buentemeyer H和 Stenner A提出的一种荧光分析新方法测定[21]。 
可溶性 shFasL 浓度：利用购自法国 Diaclone 公司的可溶性 hFasL 试剂盒通过酶联免疫分析方法
(ELISA)测定[10]。 
 
3  结果和讨论 
3.1  HL-5C培养基悬浮培养重组盘基网柄菌AX3-pLu8表达shFasL 
重组盘基网柄菌在HL-5C培养基中悬浮培养的结果见图2。从图2中可以发现，细胞在HL-5C培养基
中以世代时间8 h的速度生长，经过72 h的培养，最大细胞密度达到1.8×107 mL−1。葡萄糖在对数生长期消
耗速度较快，稳定期后浓度继续下降，最终葡萄糖的消耗量为2 g⋅L−1。培养过程中代谢产物氨的浓度一













3.2  CMC-ALG微胶囊对盘基网柄菌的生物相容性 
3.2.1  CMC对盘基网柄菌生长的影响 
实验中将浓度分别为 2.0、4.0、8.0、12.0和 16.0 g·L−1的 CMC直接溶于 HL-5C培养基中，灭菌后接
入盘基网柄菌细胞，摇床培养，测定不同 CMC浓度下盘基网柄菌的生长曲线，如图 3。从图 3可以看出
培养基中加入 CMC后，盘基网柄菌的生长情况与对照培养(CCMC=0)基本相似，这说明 CMC对盘基网柄
菌细胞的生长基本没有毒害作用。当 CMC 浓度在 2、4 和 8 g⋅L−1时，盘基网柄菌最大细胞密度分别达
到 2.3×107 mL−1、2.2×107 mL−1和 2.2×107 mL−1，均高于对照培养所达到的最大细胞密度 1.8×107 mL−1。
SA solution
Peristaltic pump CaCl2,CMC and D. discoideum
SA solution
Peristaltic pump Ca L2, CMC  
and D.discoideum
图 1  半自动制备微胶囊示意图 
Fig.1  Schematic diagram of microcapsule preparation equipment
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Shake flask culture time, t / h
图 4  不同浓度海藻酸钠对 HL-5C培养基中 
盘基网柄菌生长的影响 
Fig.4  Effect of sodium alginate on the growth of D. 
discoideum in HL-5C medium 

































Fig.5  Effect of CaCl2 on the growth of D. 
discoideum in HL-5C medium 
—▲— CSA=15.0 g⋅L−1 

















可见 CMC对盘基网柄菌的细胞生长还有一定的促进作用。仅当 CMC浓度大于 12 g⋅L−1时，由于培养基
黏度增加，溶氧量下降，对数生长期延长，生长速率降低，最大细胞密度降低到了 1.0×107 mL−1以下。 
3.2.2  海藻酸钠对盘基网柄菌生长的影响 
按 1.0、2.5、5.0、10.0和 15.0 g⋅L−1的浓度将海藻酸钠(SA)直接溶于 HL-5C培养基中，按 3.2.1节同
样的方法，进行盘基网柄菌的培养，考察不同浓度的 SA对盘基网柄菌细胞生长的影响(图 4)。从图 4可
见，加入 SA后，盘基网柄菌的生长速率降低，说明 SA对细胞的生长具有一定的毒害作用，且随 SA浓
度逐渐增加，其对细胞生长的影响越大。当 SA的浓度大于 10 g⋅L−1时，严重抑制了细胞的生长，表明其
在实验范围内对盘基网柄菌的生长并不具有良好的生物相容性。在 CMC-ALG微胶囊的制备过程中，由





















3.3  CMC-ALG微胶囊制备条件的优化 
3.3.1  制备液中 CMC浓度的影响 
固定 SA浓度为 8.0 g⋅L−1及 CaCl2浓度为 100.0 g⋅L−1，
配制不同浓度的 CMC 溶液，按 2.4.2节描述的方法制备微
胶囊化盘基网柄菌，考察不同制备浓度的 CMC 对微胶囊
化盘基网柄菌密度的影响，结果见图 6。从图中可见，制
备液 CMC的浓度对盘基网柄菌的细胞生长具有一定的影响。当 CMC的浓度为 12.0 g⋅L−1，经过 144 h培
养，微囊内细胞密度可达 1.0×108 mL−1；当 CMC浓度增大到 15.0 g⋅L−1和 18.0 g⋅L−1时，微胶囊内最大细
胞密度分别下降到 8.4×107 mL−1和 7.1×107 mL−1。而当 CMC浓度为 9.0 g⋅L−1时，由于滴制过程中液滴未
能形成很好的球形，制备出的微胶囊机械强度降低，在培养过程中破裂现象较为严重，最大细胞密度严
重降低，仅为 3.9×107 mL−1左右，可见 CMC浓度不能过低。由此可知，较为适宜的 CMC浓度在 11~13 g⋅L−1
之间，以 12 g⋅L−1为宜。 




















图 6  制备液中 CMC浓度对重组 
盘基网柄菌生长的影响 
Fig.6  Growth of Dictyostelium discoideum at 
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图 7  制备液中 SA浓度对重组 
盘基网柄菌生长的影响 
Fig.7  Growth of Dictyostelium discoideum at 
different concentrations of SA in the preparation
图 8  制备液中不同 CaCl2浓度对重组 
盘基网柄菌生长的影响 
Fig.8  Growth of Dictyostelium discoideum at 























Shake flask culture time, t / h












Shake flask culture time, t / h
3.3.2  制备液中海藻酸钠 SA浓度的影响 
选取 CMC为 12.0 g⋅L−1及 CaCl2为 100.0 g⋅L−1，改变微胶囊制备液 SA的浓度，考察其对微胶囊化盘
基网柄菌密度的影响(图 7)。从图 7可见，当 SA的浓度为 8.0 g⋅L−1时，微胶囊内的细胞密度达到最大为
1.0×108 mL−1。当 SA浓度较低(≤ 6 g⋅L−1)时，滴加入 SA溶液的阳离子液滴周围单位体积内能与 Ca2+结合
的 SA位点数相应降低，造成微胶囊膜致密度下降，厚度增加，结构松散，容易破裂；当 SA浓度较高(8~12 
g⋅L−1)时，能与 Ca2+结合的 SA位点数增加，形成膜厚和直径较小，机械强度较大的微胶囊；而当 SA浓













3.3.3  制备液中 CaCl2浓度的影响 
图 8为当 CMC为 12.0 g⋅L−1及 SA为 8.0 g⋅L−1时，制备液中不同 CaCl2的浓度对微胶囊内盘基网柄
菌密度的影响。从图中可见，尽管在考察浓度范围内，CaCl2对细胞的生长速度影响较小，但对所能达到
的最大细胞密度还是有一定的影响。当 CaCl2的浓度为 100.0 g⋅L−1时，最大固定化细胞密度可达 8.5×107 
mL−1，为几组中最高；而当 CaCl2的浓度为 60.0 g⋅L−1时，微胶囊内最大细胞密度只达到 5.4×107 mL−1，
为几组中最低。造成这种情况的原因是当 CaCl2 的浓度较低时，培养后期微胶囊破裂现象较为严重；当
CaCl2的浓度从 60.0 g⋅L−1增加到 100.0 g⋅L−1时，由于滴加到 SA溶液中的阳离子液滴与 SA结合的位点增
加，微胶囊的机械强度有较大增强；但如果 CaCl2 溶液浓度过高，则会对所固定化的细胞，酶等生物质
的活性产生较大的影响。因此，较为合适的 CaCl2的浓度应为 100 g⋅L−1左右。 
由此可以得出，盘基网柄菌的 CMC-ALG微胶囊固


























































   
   
   
 
图9  不同培养基与微胶囊体积比条件下重组 
盘基网柄菌的生长和葡萄糖消耗情况 
Fig.9  Growth of encapsulated Dictyostelium 
discoideum in microcapsule and change of glucose 
concentration in medium under different volumetric 

















配制浓度为 12 g⋅L−1 的 CMC 溶液、100 g⋅L−1 的
CaCl2溶液以及 8 g⋅L−1的 SA溶液，按 2.4.2节描述的方
法将重组盘基网柄菌 AX3-Lu8微胶囊固定化，按培养基
与微胶囊体积比为 10:1 将制备好的微胶囊化盘基网柄
菌细胞接入 HL-5C 培养基中，置于 22℃，170 min−1的
摇床培养，定期取样分析。固定化细胞密度(Nimm)、培养
基中细胞密度(Nm)以及微胶囊内 shFasL 浓度(Cimm)和培
养基中 shFasL浓度(Cm)的变化结果见图 10。从图 10中
可见，盘基网柄菌的微胶囊固定化培养与游离培养的生
长曲线具有相似的形状(图 2)，只是在微胶囊固定化时盘
基网柄菌的对数生长期略为延长，但培养 108 h 以后，
微胶囊内细胞密度达 8.0×107 mL−1，明显高于悬浮培养的
细胞密度(1.8×107 mL−1)。经过 120 h培养，培养基中的
细胞密度 Nm 也可达到  1.5×106 mL−1。由此可见，
CMC-ALG 体系对盘基网柄菌细胞的生长无明显的抑制
作用，证明该体系与盘基网柄菌具有良好的生物相容性。








经过 120 h，微胶囊外培养基中的葡萄糖浓度由原来的 8.9 g⋅L−1降低到 7.0 g⋅L−1，由于微胶囊本身对于培
养基中营养物质的稀释作用以及高细胞密度，使微胶囊外培养基中葡萄糖的浓度低于游离培养时的浓度。





3.5  微胶囊化盘基网柄菌的分批重复培养 
与游离培养相比，微囊化培养的最大优势在于可以进行多批的重复培养，且培养结果会逐步改善[2]。
图 10  微胶囊化重组盘基网柄菌在 HL-5C
培养基中表达 shFasL 
Fig.10  Shake flask cultivation of encapsulated 
Dictyostelium discoideum cells on HL-5C medium 
for the expression of shFasL 


















































   
   
   
   
   
   
   


























































   
   
   
























   
   
   
   
   





图 11  微胶囊化重组盘基网柄菌在HL-5C培养基中培养
时的葡萄糖消耗与氨生成曲线 
Fig.11  Profiles of cell density in microcapsules (Nimm) and 
in medium (Nm), glucose and ammonium concentration 
during the shake flask cultivation of encapsulated 
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图 12为盘基网柄菌连续两次分批培养的结果。 从
图中见，微囊化的盘基网柄菌在第一批培养72 h后，
最大固定化细胞密度 Nimm达到 9.1×107 mol−1，经过
96 h培养后，微胶囊内细胞密度虽然下降到 6.5×107 
mL−1，但同时囊外培养基中的细胞密度 Nm 达到了
8.9×106 mL−1，葡萄糖的浓度由初始时的 9.2 g⋅L−1
降低到 7.4 g⋅L−1，FasL的产量上升到 310 µg⋅L−1，
NH4+浓度升为 0.14 g⋅L−1，此时更换新鲜培养基；再
培养 24 h，囊内的最大细胞密度达到 1.3×108 mL−1，
即约为游离培养的 6~8倍，FasL的产量略有下降，
但仍维持在 280 µg⋅L−1左右，为普通游离培养的两
倍左右，此时 NH4+浓度略有升高，达到 0.15 g⋅L−1。 
经过 168 h培养以后，由于大部分微胶囊出现溶涨现象，因此，无法进行更多批次的连续培养。 
 
4  结    论 
研究结果表明，CMC-ALG 生物微胶囊对盘基网柄菌具有良好的生物相容性，可以用于盘基网柄菌
的微胶囊固定化培养。盘基网柄菌的 CMC-ALG微胶囊固定化较为合适的制备液配比为，CMC 12 g⋅L−1，
SA 8 g⋅L−1，CaCl2 100 g⋅L−1。当培养基与微胶囊的体积比为 10:1时，更有利于微胶囊内细胞的高浓度累
积；微胶囊化盘基网柄菌间歇培养时最大细胞密度可达到 8.0×107 mL−1以上，大大提高了盘基网柄菌的
细胞密度。微胶囊内 shFasL浓度可达 315 µg⋅L−1，约为游离培养时(126 µg⋅L−1)的 2.5倍。囊膜对 FasL具
有较好的截留功能，有利于目标蛋白的分离纯化。连续两批培养时最大细胞密度可达 1.3×108 mL−1，约为
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图 12  CMC-ALG微胶囊化重组盘基网柄菌的分批重复培养
Fig.12  Repeated batch cultivation of immobilized D. 、
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